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Souhrn

Cil studie: Plazmafiltrace spojena s adsorpci (CPFA) je hemoeliminaéni metoda zalozena na adsorpci
a vyvinuta k neselektivnimu odstrafiovani mediator sepse. Cilem studie je zhodnotit G€innost této hemo-
purifikaéni metody v pribéhu septického Soku na celkovou a regionalni hemodynamiku, mikrocirkulaci,
energeticky metabolismus, oxidativni/nitrosativni stres, endotelialni a koagulaéni dysfunkci.

Typ studie: Kontrolovana randomizovana experimentalni studie.

Material a metody: U 16 selat jsme v celkové anestezii a na umélé plicni ventilaci indukovali peritonitidu, kte-
ra postupné za tekutinové resuscitace progredovala do hyperdynamického septického Soku. Noradrenalin
jsme pouzili v pfipadé, Ze objemova resuscitace nestacila k udrzeni MAP nad 65 mm Hg. Po 12 hodinach pe-
ritonitidy jsme zvifata rozdélili do dvou skupin — pouze s podptirnou Iéébou (Control, n = 8), nebo byla na-
vic napojena na CPFA (CPFA, n = 8).

Vysledky: Pfed zahajenim peritonitidy, ve 12., 18. a 22. hodiné jsme méfili systémovou hemodynamiku, re-
gionalni hemodynamiku hepatosplanchniku a ledvin, systémovy a regionalni metabolismus kysliku
a energeticky metabolismus (laktat/pyruvat, pomér ketolatek v jaterni zilni krvi), mikrocirkulaci sliznice ilea
a kiry ledviny, markery zanétu (TNF-o, IL-6), parametry nitrosativniho/oxidativniho stresu (reaktanty
s kyselinou thiobarbiturovou, nitraty+nitrity), endotelialni a koagulaéni dysfunkci (asymetricky dimetylargi-
nin, von Willebranduv faktor, komplexy trombin-antitrombinu a pocet trombocytt). Lé¢ba CPFA neoddalila
rozvoj hypotenze, ani neovlivnila pouzitou davku noradrenalinu. Lé¢ba CPFA neovlivnila sepsi zplisobené
poskozeni mikrocirkulace, markery bunééné energetiky, endotelialniho posSkozeni a systémového zanétu.
Plicni a jaterni dysfunkce nebyly Iébou CPFA ovlivnény, a dokonce doslo ke zhorSeni sepsi indukovanych
poruch koagulace a oxidativniho/nitrosativniho stresu.

Zaveéry:V experimentalnim modelu septického Soku selete nevedlo ¢asné zahajeni IéEby CFPA k ovlivnéni
sepsi vyvolanych poruch organovych funkci ani ostatnich biologickych systému podilejicich se na patoge-
nezi sepse. Efektivitu i u¢innost CPFA je potieba vyhodnotit v dalSich klinicky relevantnich experimentech.
Klicova slova: sepse, septicky Sok — experimentalni model — plazmafiltrace spojena s adsorpci — mikrocir-
kulace — energeticky metabolismus — oxidativni stres — nitrosativni stres — koagulac¢ni porucha — endoteli-
alni dysfunkce

Abstract

Coupled plasma filtration adsorption in experimental septic shock

Objective: Coupled plasma filtration adsorption (CPFA) was developed as an adsorptive hemopurification method
aimed at nonselective removal of circulating soluble mediators potentially involved in the pathogenesis of sepsis.
We hypothesized that this nonselective hemopurification could protect from detrimental consequences of long-
-term, volume-resuscitated porcine septic shock.

Design and setting: Randomized, controlled experimental study.

Materials and methods: In sixteen anesthetized and mechanically ventilated piglets hyperdynamic septic shock se-
condary to peritonitis was induced by intraperitoneal inoculation with faeces.The piglets were treated with fluid re-
suscitation and norepinephrine infusion as needed to maintain mean arterial pressure above 65 mm Hg for
22 hours. After 12 hours of peritonitis the animals were randomized to receive either supportive treatment (Control,
n = 8) or CPFA treatment (CPFA, n = 8).

Results: Systemic, hepatosplanchnic and renal hemodynamics, oxygen exchange, energy metabolism (lacta-
te/pyruvate and ketone body ratios), ileal mucosal and renal cortex microcirculation, systemic inflammation

"Studie byla publikovana v originalnim znéni: Coupled plasma filtration adsorption in experimental peritonitis-induced septic
shock. Shock, 2009 May; 31(5):473—-480.

Studie byla ocenéna cenou Poster Award na 28th International Symposium on Intensive Care and Emergency Medicine v Bruselu
18.—21. bfezna 2008 a cenou za nejlepsi poster na Il. kongresu CSARIM, Plzeri 2008.
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(TNF-0, IL-6), nitrosative/oxidative stress (thiobarbituric acid reactive species, nitrates+nitrites), endothe-
lial/coagulation dysfunction (asymmetric dimethylarginine, von Willebrand factor, thrombin-antithrombin comple-
xes, platelet count) were assessed before and at 12, 18, and 22 hours of peritonitis. CPFA did not delay the deve-
lopment of hypotension nor reduced the dose of norepinephrine. The treatment failed to attenuate sepsis-induced
alterations in microcirculation, surrogate markers of cellular energetics, endothelial injury and systemic inflamma-
tion. Similarly, CPFA did not protect from lung and liver dysfunction or aggravated sepsis-induced disturbances in

coagulation and oxidative/nitrosative stress.

Conclusions: In this porcine model of septic shock, early treatment with CPFA was incapable of reversing sepsis-
induced disturbances in various biological pathways and organ systems. Both the efficacy and safety of this me-
thod require further rigorous experimental validation in clinically relevant models.

Keywords: sepsis — septic shock — experimental model — coupled plasma filtration adsorption — microcirculation —
energy metabolism — oxidative stress — nitrosative stress — coagulation — endothelial dysfunction
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Uvod

Material a metody

Pouziti mimotélnich hemoelimina¢nich metod jako
podplrné terapie v 1éCbé sepse je v posledni dobé
velmi diskutovanym a dosud neuzavienym tématem
[1-3]. Nedavno byla vyvinuta eliminaéni metoda,
plazmafiltrace spojena s adsorpci (CPFA, coupled
plasma filtration adsorption). Jedna se o adsorpéni
metodu hemopurifikace zaméfenou na neselektivni
odstrarfiovani cirkulujicich solubilnich mediatora, kte-
ré se podileji na patogenezi sepse a septického So-
ku [4-7]. Tato metoda se sklada z plazmafiltru, ad-
sorpéni kapsle obsahujici syntetickou makroporézni
pryskyfici s vysokou adsorpéni kapacitou a ze stan-
dardniho hemofiltru [4]. K neselektivnimu odstraro-
vani zanétlivych mediatord dochazi na hydrofobni
makropordzni styrénové pryskyfici, ktera efektivné
adsorbuje Cetné cytokiny a mediatory [8, 9], coz pod-
poruji in vitro a ex vivo studie [10, 11]. Dosud vSak
byla provedena jen jedna experimentalni studie na
modelu endotoxémie u kralika [12]. V této studii byla
[éba CPFA zahajena pfed podanim endotoxinu
a vysledkem bylo lepsi kratkodobé prezivani (72 h)
u lécené skupiny [12]. V klinické studii [11] u deseti
pacientll v septickém Soku Ronco et al. ukazali, ze
desetihodinova Ié¢ba CPFA zlepsi systémovou he-
modynamiku a reaktivitu leukocytl vice nez hemo-
filtrace [11]. Formica et al. v observaéni klinické stu-
dii, bez kontrolni skupiny, zkoumali efekt opakované
lé¢by CPFA na hemodynamiku u dvanacti pacient
v septickém Soku. V této studii pozorovali zvySeni
stfedniho arterialniho tlaku a vy$Si nez predikované
pfezivani nemocnych [13]. U obou téchto klinickych
studii [11, 13] je vypovédni hodnota slibnych
a pozitivnich vysledkl limitovana predevsim velikos-
ti soubor(i sledovanych pacient(i a absenci randomi-
zace. Na zakladé téchto vysledkd jsme provedli stu-
dii hodnotici hypotézu, Zze neselektivni odstrafiovani
cirkulujicich solubilnich mediatord metodou CPFA
plUsobi pozitivné v prabéhu sepse. Tuto hypotézu
jsme testovali na zvifecim modelu (sele) hyperdyna-
mického septického Soku s tekutinovou resuscitaci
a podplrnou Ié¢bou. Abychom co nejvice napodobi-
li obvykly pribéh a ziskali klinicky relevantni data,
zahajovali jsme Ié¢bu CPFA az béhem pIné rozvinu-
té sepse.

Experimentalni prace byly provedeny v souladu se
zavaznymi doporu¢enimi pro praci s laboratornimi zvi-
faty a schvaleny etickou komisi Lékarské Fakulty UK
Vv Plzni.

Anestezie a instrumentace experimentalnich
zvirat

V experimentech jsme pouzili 16 selat obou pohla-
vi vazicich 34 kg [32, 38]. Jako premedikaci jsme intra-
muskularné podali atropin (1 mg), ketamin (50 mg)
a azaperon titrovany podle klinického efektu. Na uvod
do anestezie byl podan intravenézné atropin (0,5 mg),
propofol 2% (1-2 mg . kg'), ketamin (2 mg . kg)
a pancuronium (4 mg). Po intubaci byla selata napoje-
na na umélou plicni ventilaci (FiO, 0,4; PEEP 5-10 cm
H,O; dechovy objem 10 ml . kg-1; dechova frekvence
byla nastavena tak, aby se cilovy arterialni pCO, pohy-
boval mezi 4,0 a 5,0 kPa). Béhem chirurgické instru-
mentace byla celkova anestezie vedena kontinualnim
intravenéznim podavanim thiopentalu (10mg.kg-1.h-1)
a fentanylu (10-15 pg . kg1 . h-1). Po dokonéeni opera-
ce byly snizeny davky thiopentalu (5 mg . kg1 . h-1)
i fentanylu (5 pg . kg . h-1) a touto rychlosti byly poda-
vany do konce experimentu. Svalova relaxace byla za-
jisténa kontinualnim intraven6znim podavanim pancu-
ronia (0,2 mg . kg . h-1) po celou dobu experimentu. In-
fuzni roztok PlasmaLyte byl podavan v prdbéhu chirur-
gické instrumentace rychlosti 15 ml . kg' . h-1, poté by-
la snizena davka na 7 ml . kg-' . h-1. Hladina glykémie
v arterialni krvi byla udrzovana mezi 4,5-7 mmol . |- in-
fuzi 20% glukdzy v pribéhu celého experimentu.

Do levé jugularni zily byl zaveden trojcestny central-
ni zilni katétr k podavani farmak a infuzi. Cestou pravé
jugularni zily byl zaveden plicnicovy katétr. Do levé fe-
moralni tepny jsme zavedli katétr, ktery slouzil
k invazivnimu monitorovani krevniho tlaku, sbéru vzor-
ki a zavadéni fibrooptického katétru k méreni nitro-
hrudniho objemu krve (ITBV, intrathoracic blood volu-
me) a extravaskularni plicni tekutiny (EVLW, extravas-
cular lung water). Do pravé femoralni zily byla zavede-
na dialyza¢ni kanyla, pres kterou byla selata napojova-
na na CPFA. Po provedeni horni stfedni laparotomie
jsme na portalni zilu, spole&nou jaterni tepnu a renalni
tepnu vlevo upevnili ultrazvukové pratokové sondy
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(Transonic Systems, Ithaca, New York). Poté jsme do
portalni a rendlni zily vlevo zavedli katétry ke sbéru
vzork(. Do jaterni zily jsme zavedli katétr az po ukon-
¢eni instrumentace pod ultrazvukovou kontrolou. P¥i-
mo na povrch ledviny, skrze incizi v renalni kapsuli,
jsme umistili laser Doppler sondu (PF 404, Suturable
angled probe, Perimed, Jarfalla, Svédsko) slouzici
k monitorovani mikrocirkulace. Nasledovalo vysiti
dvouhlaviové ileostomie, kterou jsme pouZili k moni-
torovani stfevni mikrocirkulace, a to laser Doppler son-
dou (PF 409, Straight endoscopic probe, Perimed, Jar-
falla, Svédsko) a intravitalni videomikroskopii (Micros-
can, MicroVision Medical, Amsterdam, Holandsko).
lleostomie byla mezi mérenimi pfikryta sterilni gazou
navihéenou fyziologickym roztokem a zakryta stomic-
kym sackem. Na konci operace jsme umistili skrze bfis-
ni sténu dva trubicové drény k derivaci ascitu a k in-
dukci peritonitidy. Perkutanné jsme zavedli cystosto-
micky katétr pod ultrazvukovou kontrolou a méfili vy-
dej modi. Po uzavfeni laparotomie nasledovalo 6 ho-
din pooperaéni stabilizace. Sou¢asné s Uvodem do
anestezie bylo 0,5 g . kg autologni stolice selete roz-
pusténo ve 200 ml fyziologického roztoku a kultivovano
ve vodni lazni pfi 37 °C. Tento roztok byl pouzit nasled-
né k indukci peritonitidy.

Méreni systémové a regionalni hemodynamiky,
mikrocirkulace a vypocéty

Z parametrd systémové hemodynamiky byly mére-
ny tyto parametry: srde¢ni vydej, systémova vaskular-
ni rezistence, ITBV a plnici tlaky obou komor. Na turov-
ni regionalni hemodynamiky hepatosplanchniku byly
monitorovany pritoky krve portalni zilou, spole¢nou
jaterni tepnou a levou renalni tepnou. Odebirali jsme
vzorky arteridlni, portalni, jaterni a renalni zilni krve
k analyze pH, pO,, pCO, a saturaci hemoglobinu kys-
likem. Nasledné jsme podle obvyklych vzorcd vypoci-
tavali systémovou a predevsim regionalni dodavku
kysliku, spotfebu kysliku jater a ledviny [14—16].

Mikrovaskularni perfuze sliznice ilea a klry ledviny
byla hodnocena za pouZziti laser dopplerometrické me-
tody (LDF) hodnocenim perfuznich jednotek pfi ade-
kvatnim zpétné odrazeném signalu (back scattered
light) [14—16]. Soucasné jsme vyuzili techniku intravi-
talni videomikroskopie (SDF, Side-stream Dark ima-
ging) k pfimému zobrazeni mikrocirkulace sliznice
ilea. Béhem kazdého méreni jsme natodili ze tfi rliz-
nych mist sliznice ilea dvacetivtefinovou videosekven-
ci. Za pomoci softwaru vyvinutého k hodnoceni téch-
to sekvenci: Microscan Analyzing Software (MicroVi-
sion Medical, Amsterdam, The Netherlands) jsme ur-
Govali microvascular flow index (MFI) a flow heteroge-
neity index (FHI) [17, 18]. MFI je zaloZen na hodnoce-
ni jednotlivych charakterll prutoku v kapilarach
a cévach do 20 mikrometr priméru v kazdém ze 4
kvadrant( videosekvence (Zadny pratok = 0, intermi-
tentni = 1, zpomaleny = 2, kontinualni = 3). Priimér
hodnot z jednotlivych kvadrant(i je MFI, v nasi studii ja-
ko vysledek uvadime pramérny MFI ze tfi nahodné vy-
branych lokalit sliznice ilea. FHI ukazuje spiSe nez na

——

charakter priitoku na prostorovou heterogenitu perfu-
ze. Vypocet FHI provadime jako rozdil mezi nevyssi

Odbér a hodnoceni vzorkul krve, plazmy a tkani

Z arterialni, portalni, jaterni a renalni zilni krve jsme
stanovili koncentrace laktatu (L) a pyruvatu (P), dale
byly stanoveny atrerialni sérova hladina alanin ami-
notransferazy (ALT) a poméru ketolatek z jaterni Zilni
krve (KBR, acetoacetat/B-hydroxybutyrat) [14—16].
K posouzeni oxidativniho a nitrosativniho stresu jsme
pouzili mefeni arterialnich reaktantd s kyselinou thio-
barbiturovou (TBARS, thiobarbituric acid reactive spe-
cies) a koncentraci arteridlnich nitratQ a nitritd [14—16].
Z arterialni krve jsme stanovili také aktivitu von Wille-
brandova faktoru (VWF), koncentraci komplext trom-
binu-antitrombinu (TAT), pocCet krevnich desti¢ek, kon-
centraci asymetrického dimetylargininu (ADMA), tu-
mor necrosis faktoru alfa (TNF-c) interleukinu 6 (IL-6)
a arterialni hladiny neuropeptidu Y (NPY) a vazo-
aktivniho intestinalniho peptidu (VIP). V8echny vzorky
jsme hodnotili dvojmo a abychom odstranili efekt he-
modiluce pfi objemové resuscitaci, korigovali jsme na-
sledujici hodnoty na celkovou bilkovinu: NOx, TBARS,
AMDA, ALT, vVWF, TAT, NPY a VIP [14-16].

Protokol studie

Prvni méfeni a sbéry vzorkd byly provedeny po
6hodinovém zotaveni z chirurgické instrumentace. Na-
sledovala indukce peritonitidy inokulaci 0,5 g/kg auto-
logni stolice rozpusténé v 200 ml fyziologického rozto-
ku do bfisni dutiny jednim z drénd. Druhy set méfeni
a sbéru vzorkl byl proveden po 12 hodinach od induk-
ce peritonitidy. V této dobé byla jiz pIné rozvinuta hy-
perdynamicka sepse, tekutinové resuscitovana krys-
taloidem i koloidem podle protokolu. Poté byla zvifata
rozdélena do kontrolni skupiny (Control, n = 8)
s podpulrnou Ié¢bou, nebo byla navic napojena na
CPFA (CPFA, n = 8) na 10 hodin; dalsi méfeni byla
provedena v 18. a 22. hoding, v pribéhu CPFA.

Tekutinova resuscitace

K zékladni udrzovaci infuzi roztoku Plasma Lyte
jsme od Sesté hodiny od indukce peritonitidy pfidali in-
fuzi 6% hydroxyetylSkrobu 130 kD/0,4 rychlosti 10
ml.kg!.h1 (7 ml.kg'.h'vpfipadé, ze byl CVP ne-
bo PAOP vy$Si nez 18 mm Hg) tak, abychom udrzeli
plnici tlaky komor vy8si nez 12 mm Hg. Kontinualni
infuze noradrenalinu byla zahdjena, pokud se tekuti-
novou resuscitaci nedafilo udrzet stfedni arterialni tlak
(MAP) nad 65 mm Hg. Poté, co jsme ziskali posledni
set méfeni a odebrali posledni vzorky, byla zvifata
utracena za hluboké celkové anestezie injekci KCI.

Nastaveni CPFA

Lécba CPFA byla provadéna na komeréné dostupném
pfistroji uréeném k riznym modalitdm extrakorporalni he-
moeliminace (LYNDA, Bellco®, Mirandola, Italie), za pou-
ziti kitu CPFA kit (ABL 814, Bellco SpA), ktery obsahuje
polyétersulfonovy plazmafiltr (MPS 05, 0,5 m2) v sérii

Anesteziologie a intenzivni medicina

97

o



A2_2010:Sestava 1

12.3.2010 13:22 Stréanka 98

s vysoce propustnym polyétersulfonovym hemofiltrem
(HFT 14, 1,4 m2, Bellco SpA) a adsorbéni kapsli obsahu-
jici styrénovou pryskyfici s makroporézni strukturou (Me-
diasorb, 50 000 m2/cartridge). Prltok krve byl nastaven
na 150 ml . min-1, objem separované plazmy na 20 %
v plazmafiltru (pratok plazmy 30 ml . min-1). Poté, co by-
la plazma ocisténa v adsorpéni kapsli spole¢né se zbyt-
kem krve, jesté prosla hemofiltrem, na kterém byla nasta-
vena hemofiltrace 35 ml . kg1 . h-1 s nulovou ultrafiltraci.
K substituci byl pouzit bikarbonatovy (35 mmol . ') roz-
tok, ktery byl napojen postdiluénim zplisobem. K prevenci
poklesu télesné teploty v mimotélnim okruhu byl substi-
tuéni roztok ohfivan na 39 °C v hemoeliminaénim pfi-
stroji a soucasné byl zapojen na vendzni linku i ohfivac
HOTLINE®. K antikoagulaci vSech zvifat jsme pouZili in-
traven6zni bolus 0,2 ml .10 kg1 nadroparinu pfed napo-
jenim na CPFA. V priibéhu studie jsme neménili ani filt-
ry, ani adsorpéni kapsle.

Pouzité statistické metody

Hodnoty vysledkl prezentujeme jako median a 25.
a 75. percentil (interkvartilové rozpéti). Absenci normal-
niho rozloZeni hodnot jsme testovali testem normality
Kolmogorovova-Smirnovova. Rozdily v ¢ase pred in-
dukci a po indukci peritonitidy v rdmci jedné skupiny
byly otestovany statistickym testem ANOVA pfi opako-
vanych méfenich (Friedman ANOVA on ranks), za na-
sledného pouziti post hoc Dunnova testu pro identifika-
ci statisticky vyznamnych rozdilG pfi mnoho¢etném po-
rovnavani. Rozdily mezi skupinami v méfenych inter-
valech byly testovany za pomoci Mannova-Whitneyova

——
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Graf 1. Podpora obéhu noradrenalinem

V prvnich dvou bodovych grafech (kole¢ka) je zobrazen ¢as do
zahajeni infuze noradrenalinu a druhé dva bodové grafy (Ctverec-
ky) vyjadfuji celkovou davku noradrenalinu v kontrolni skupiné
(bile) a CPFA skupiné (Sedé).

U testu (rank sum test). Grafy jsou bud jednoduché bo-
dové grafy, nebo standardni krabicové grafy zobrazu-
jici median, interkvartilové rozpéti a rozpéti rozsahu
neodlehlych hodnot (koeficient 1,5).

Tabulka 1. Systémova hemodynamika, kyslikovy metabolismus a acidobazicka rovnovaha

Skupina Pfed indukci 12 hodin 18 hodin 22 hodin
peritonitidy sepse sepse sepse
MAP Control 96 (89;98) 80 (73; 93) 75 (68; 83)2 72 (66; 76)2
[mm Hg] CPFA 95 (88;113) 98 (82;102) 73 (70; 76)2 70 (67;72)2
MPAP Control 24 (21; 28) 31 (28; 37)2 42 (34; 46)2 44 (41; 47)2
[mm Hg] CPFA 22 (21; 25) 28 (26; 39)2 36 (32;42)2 43 (35;47)2
co Control 79 (64; 102) 113 (95; 164)a 140 (116; 178)2 174 (120; 191)a
[ml/kg] CPFA 88 (73; 106) 111 (107; 133)@ 121 (104; 140)@ 155 (130; 190)@
SVR Control 2595 (1973; 2809) 1523 (968; 1917)2 964 (683; 1263)2 757 (600; 852)2
[dyne.sec/cmd] CPFA 2552 (1921; 3046) 1575 (1294; 1763)2 1173 (920; 1399) 785 (660; 981)
ITBV Control 22 (19; 23) 25 (19; 25) 27 (22; 28) 21 (17; 24)
[ml/kg] CPFA 23 (22; 24) 25 (23; 27) 23 (22; 26) 27 (23, 36)
DO, Control 11 (9;13) 16 (14; 27)2 16 (15;21)2 24 (13;27)2
[ml/min/kg] CPFA 11 (10; 13) 16 (13;18)2 14 (10;17)2 17 (16;18)2
VO, Control 5 (4;6) 6 (5; 8) 6 (5; 6) 7 (5;9)
[ml/min/kg] CPFA 5(5;7) 6(6;7) 5(5,7) 6(5;7)
Arterialni pH Control 7,54 (7,52; 7,60) 7,45 (7,43; 7,49)2 7,41 (7,20; 7,47)2 7,31 (7,08; 7,36)2
CPFA 7,52 (7,49; 7,62) 7,48 (7,44;7,52)a 7,40 (7,30; 7,49)2 7,35 (7,27;7,41)a
Base excess Control 5(4;7) 4 (-1;6) 2(-9;4)2 -3 (-15; 0)
[mmol/I] CPFA 6(5;7) 4 (2;5)2 0 (-4;2)2 -3 (-6;-1)a
Oxygenacéni index Control 447 (345; 488) 340 (288; 346)2 270 (145; 320)2 129 (92; 160)a
[paO,/FiO,] CPFA 502 (478; 597) 423 (371; 440)2 298 (97; 362)a 147 (85; 269)2
Teplota télesného Control 38,2 (36,9; 39,2) 39,7 (38,0; 41,1) 39,1 (36,9; 39,9) 38,3 (37,0; 39,7)
jadra [°C] CPFA 38,1 (37,6; 39,4) 40,1 (39,0; 40,4) 37,4 (36,8; 38,1) 36,8 (36,5; 37,9)°

MAP — stfedni arteralni tlak, CO — srdeéni vydej, MPAP — stfedni tlak v plicnici, SVR — systémova cévni rezistence, ITBV — nitrohrud-
ni objem krve, DO, — systémova dodavka kysliku, VO, — systémova spotfeba kysliku, CPFA — plazmafiltrace spojena s adsorpci, asig-
nifikantni rozdil v &ase vs pted indukci peritonitidy (p < 0,05), Psignifikantni rozdil oproti kontrolni skupiné
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Vysledky

Ve vstupnich hodnotach nebyly zadné statisticky
vyznamné rozdily mezi obéma skupinami.

Systémova hemodynamika, kinetika kysliku,
metabolismus a plicni funkce

Celkové mnozZstvi koloidnich roztokd nutnych
k udrzeni srovnatelného srdecniho preloadu se mezi
skupinami nelisilo (Control 169 [148; 209], CPFA 188
[147; 211] ml . kg') — tabulka 1. Tekutinovou resusci-
taci byly udrzeny ITBV i plnici tlaky (data nejsou pre-
zentovana) bez meziskupinovych rozdil(i. VSechna se-
lata rozvinula hyperdynamickou cirkulaci s nardsta-
jicim srde¢nim vydejem a nizkou systémovou vasku-
larni rezistenci. U véech selat jsme museli pouzit pod-
poru obéhu noradrenalinem. Median ¢asu do rozvoje
arterialni hypotenze, definované poklesem MAP pod
65 mm Hg, a stejné tak i davka noradrenalinu se neli-
Sily mezi skupinami (graf 1). U vSech zvifrat vedl zvy-
Seny srdecni vydej k vyznamnému zvySeni celkové
dodavky kysliku, zatimco celkova spotfeba kysliku se
v prabéhu ¢asu nezménila. U vSech zvifat jsme také
pozorovali rozvoj metabolické acidézy a postupny po-
kles poméru PaO,/FiO, bez meziskupinového rozdilu.
Ve skupiné CPFA doslo k poklesu teploty télesného
jadra na konci experimentu oproti vstupnim hodnotam.
Mnozstvi ascitu a EVLW bylo stejné u obou skupin
(data nejsou prezentovana).

Regionalni hemodynamika, mikrocirkulace,

energeticky metabolismus a organové funkce
Priitoky krve jatry a ledvinou, regiondlni dodavka

a spotreba kysliku byla obdobnéd v obou skupinach

——

(tab. 2). | pfes dobrou regionalni perfuzi organd do-
chazelo k progresivnimu zhorSovani mikrocirkulace
sliznice ilea a ledvinné kliry u obou skupin bez rozdi-
lu (viz tab. 2). Zhodnoceni pfimého zobrazeni mikrocir-
kulace sliznice ilea (SDF) ukazovalo na zhorSovani
charakteru pratoku (MFI) u obou skupin bez rozdilu,
ale mikrovaskularni perfuze sliznice ilea vykazovala
vyznamné vys$si heterogenitu (FHI) v pribéhu lécby
CPFA. Sepse pfi peritonitidé v naSem modelu vedla
k progresivni metabolické acidéze v portalni, jaterni
i ledvinné Zile, soucasné se zvySenym regionalnim po-
mérem laktatu a pyruvatu a snizenym pomérem KBR
— tyto hodnoty nebyly lé¢bou CPFA ovlivnény.
U skupiny s CPFA narustala ke konci experimentu sé-
rova koncentrace ALT, zatimco u kontrolni skupiny
jsme tento narlst nepozorovali. Kontrolni skupina vy-
vinula akutni poSkozeni ledvin s vyznamnym zvySe-
nim koncentrace sérového kreatininu a podle oceka-
vani hemofiltrace spojena s CPFA zabranila vzestupu
hodnot kreatininu u skupiny CPFA (tab. 3).

Oxidativni/nitrosativni stres, koagulace,
endotelialni dysfunkce a zanét

V prubéhu peritonitidy doslo ke zvySeni hodnot NOx
a TBARS v arterialni krvi (graf 2). Nar(st téchto mar-
kerd nitrosativniho/oxidativniho stresu byl vice vyjadren
u skupiny l1é¢ené CPFA. Ve srovnani s kontrolnimi zvi-
faty dochazelo u skupiny I1é¢ené CPFA k prudSimu po-
klesu poctu krevnich destiCek a vysSi intravaskularni
tvorbé komplext TAT (graf 3). Postupny narust aktivity
vWf a ADMA v sepsi nebyl IéEbou CPFA ovliviien (viz
graf 3). Systémova zanétliva odpovéd byla provazena
narlstem plazmatickych hladin TNF-o. and IL-6
u vSech zvifat bez rozdilu. CPFA také neovlivnila na-
rUst plazmatickych koncentraci NPY a VIP (tab. 4).

Tabulka 2. Regionalni hemodynamika, metabolismus kysliku a mikrocirkulace

Skupina Pfed indukci 12 hodin 18 hodin 22 hodin
peritonitidy sepse sepse sepse
Pratok krve jatry Control 23 (21; 30) 37 (30; 44)a 36 (28; 45)2 39 (26; 42)2
[ml/kg/min] CPFA 20 (16; 24) 36 (30; 41)2 39 (35; 47)2 28 (26; 40)2
Jaterni DO, Control 1,8 (1,5;2,1) 4,2 (3,3;4,5)2 3,9 (3,3;4,3)2 2,8 (2,3;3,3)2
[ml/min/kg] CPFA 1,8 (1,7;2,5) 3,4 (2,5;4,5)2 2,7 (2,1;3,7)2 2,5(1,5;3,2)
Jaterni VO, Control 0,9 (0,8;1,1) 0,8 (0,5;1,0) 1,1(0,7;1,3) 1,1(0,7;1,5)
[ml/min/kg] CPFA 0,9 (0,4;1,4) 0,9 (0,9;1,2) 1,1 (0,5; 1,4) 0,8 (0,4;1,0)
Pratok krve Control 6 (4; 8) 5(4;8) 6(4;7) 4(2;4)2
ledvinou
[ml/kg/min] CPFA 5(4;7) 6 (4;8) 5(3; 6) 4(2;6)
Ledvinna DO, Control 0,8 (0,6;1,0) 0,9 (0,5;1,2) 0,7 (0,5; 0,9) 0,5(0,1;0,6)
[ml/min/kg] CPFA 0,6 (0,4;1.0) 0,7 (0,7;0,9) 0,5 (0,3;0,7) 0,4 (0,2; 0,6)
Ledvinna VO, Control 0,2 (0,1;0,2) 0,2 (0,1;0,2) 0,2 (0,1;0,2) 0,2 (0,1;0,2)
[ml/min/kg] CPFA 0,2 (0,1;0,2) 0,2 (0,2;0,3) 0,2 (0,1;0,2) 0,1(0,1;0,2)
Mikrocirkulace Control 123 (103; 144) 84 (67;98)2 51 (50; 77)2 68 (50; 96)2
sliznice ilea
[perfuzni jednotky] CPFA 141 (98; 159) 98 (70; 109)2 92 (66; 107)2 54 (49; 88)2
Mikrocirkulace Control 136 (140; 191) 93 (77; 108)2 112 (96; 119)@ 73 (53; 106)2
kary ledviny
[perfuzni jednotky] CPFA 138 (82; 168) 59 (52; 126)2 53 (31;111)2 59 (38;61)2

Jaterni DO, — dodavka kysliku do jater, jaterni VO, — spotfeba kysliku jatry, ledvinna DO, — dodavka kysliku do ledviny, ledvinng VO,
— spotreba kysliku ledvinou, CPFA — plazmafiltrace spojend s adsorpci, asignifikantni rozdil v ¢ase vs pred indukci peritonitidy (p < 0,05).
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Tabulka 3. Regionalni acidobazicka rovnovéha a energeticky metabolismus

Skupina Pfed indukci 12 hodin 18 hodin 22 hodin
peritonitidy sepse sepse sepse
pH portalni Control 7,46 (7,43; 7,52) 7,39 (7,37; 7,44) 7,36 (7,16; 7,41)3 7,27 (7,02;7,29)2
Zilni krve CPFA 7,45 (7,40; 7,47) 7,41 (7,37;7,45)2 7,34 (7,25;7,41)3 7,29 (7,23;7,32)2
pH jaterni Control 7,45 (7,43; 7,50) 7,39 (7,37; 7,42)2 7,36 (7,19; 7,40)@ 7,27 (7,01; 7,29)a
Zilni krve CPFA 7,46 (7,41;7,52) 7,41 (7,39; 7,43)2 7,35 (7,28; 7,42)a 7,30 (7,28; 7,36)2
pH realni Control 7,53 (7,50; 7,57) 7,42 (7,42;7,47)3 7,40 (7,21;7,4)2 7,31 (7,05;7,35)2
Zilni krve CPFA 7,51 (7,46; 7,58) 7,46 (7,42;7,49)2 7,37 (7,34;7,43)2 7,32 (7,27;7,38)2
Pomér L/P v Control 9 (6;14) 14 (10; 20)2 22 (12;31)2 29 (18; 35)2
portalni zilni krvi CPFA 7 (5;12) 11 (9;17) 11 (6;17) 25 (17; 28)2
Pomér L/P v Control 4 (2;8) 9 (3;15)2 14 (12; 21)@ 16 (9; 25)2
jaterni zilni krvi CPFA 4(3;4) 6 (4;9) 8 (5; 10)ab 19 (18; 22)2
Pomér L/P v Control 11 (8;13) 11(8;12) 15 (8; 21) 25 (17;39)2
ledvinové Zilni krvi CPFA 5 (5; 6) 4(4;9) 8 (6; 15)2 12 (8;28)a
Pomeér ketolatek Control 1,8 (1,2;2,3) 1,9 (1,1;2,3) 1,3(0,5;2,1)2 0,7 (0,6; 0,8)2
v jaterni zilni krvi CPFA 2,0 (1,6;2,3) 2,2 (1,8;2,5) 1,4(1,0;1,7)2 0,6 (0,3;0,9)2
ALT Control 14 (12;17) 16 (11;18) 17 (12; 21) 18 (12;19)
[nkat/g proteinu] CPFA 14 (13;17) 17 (16;21)2 21 (17;25)2 21 (18; 26)2
Kreatin Control 93 (91; 101) 105 (81; 128)2 122 (89; 141)a 130 (101; 153)2
[umol/I] CPFA 111 (93; 113) 119 (86; 126) 92 (86; 104) 102 (96; 111)

L/P — pomér laktat/pyruvat, ALT — alanin aminotransferaza, CPFA — plazmafiltrace spojena s adsorpci, @signifikantni rozdil v ¢ase vs
pred indukci peritonitidy (p < 0,05), Psignifikantni rozdil oproti kontrolni skupiné

Tabulka 4. Zanétlivé cytokiny a neuropeptidy

Skupina Pfed indukci 12 hodin 18 hodin 22 hodin
peritonitidy sepse sepse sepse
TNF-a. Control 58 (39; 98) 86 (54; 260)2 104 (63; 193)2 163 (79; 658)2
[pg/ml] CPFA 62 (49; 66) 156 (112; 189)2 278 (113;317)2 347 (178; 423)2
IL-6 Control 201 (32; 251) 808 (308; 1567)2 2344 (1003; 3589)2 | 8465 (3847; 10391)2
[pg/mi] CPFA 165 (69; 282) 862 (549; 2837)2 2608 (1825; 7155)a | 8864 (3504; 19410)2
NPY Control 3,7 (3,2;4,4) 12,3 (9,8; 15,0)2 neméreno 15,8 (9,3; 21,9)2
[ng/g proteinu] CPFA 3,5 (3,2; 4,0) 8,0 (5,7;11,6)2 neméreno 21,1 (16,2; 28,6)2
VIP Control 0,2 (0,1;0,3) 0,7 (0,5; 0,8)2 neméreno 0,8 (0,6; 0,8)a
[ng/g proteinu] CPFA 0,2 (0,1;0,2) 0,4 (0,2;0,7)2 nemeéreno 1,0 (0,6; 1,2)2

TNF-o — plazmatické hladiny tumor necrosis faktoru alfa, IL-6 — plazmatické hladiny interleukinu 6; NPY — plazmatické hladiny neuro-
peptidu Y, VIP — plazmatické hladiny vazoaktivniho intestinalniho peptidu, CPFA — plazmafiltrace spojena s adsorpci, @signifikantni roz-
dil v ¢ase vs pred indukci peritonitidy (p < 0,05), Psignifikantni rozdil oproti kontrolni skupiné

Dikuse

V této, dosud prvni kontrolované experimentalni stu-
dii navrzené ke zhodnoceni U¢innosti CPFA jsme pou-
zili klinicky relevantni model, ve kterém jsme zahajo-
vali CPFA az v pIné rozvinuté hyperdynamické sepsi
(post-inzult rezim). Cilem na$i prace bylo zhodnotit ne-
jen hemodynamiku, ale také riizné biologické systémy
hrajici vyznamnou ulohu v patogenezi sepse. Hlavnimi
vysledky nasi studie dokladaji, ze 1é¢ba CPFA:

1. nezabranila rozvoji hypotenze a progresi sepse do
septického Soku;

2. nedokazala pozitivné ovlivnit poSkozeni mikrocirku-
lace, energetického metabolismu a organovych
funkef;

3. dokonce zhorsila sepsi indukovanou poruchu koa-
gulace a parametry oxidativniho/nitrosativniho stre-
su.

Dosud byla publikovana jen jedina experimentalni

studie zabyvajici se u€inkem CPFA v preklinickém mo-

delu [12]. Uginek CPFA byl zkouméan na kréali¢im mo-

delu endotoxinového Soku navozeného letalnim bolu-
sem endotoxinu E. coli. V této studii byla 1é¢ba CPFA

spojena s prodlouzenim doby preziti (72 hodin) [12].

Studie je vSak omezena fadou limitaci:

a) vysledkem  bolusového podani endotoxinu
a absence tekutinové resuscitace byl hypodynamic-
ky endotoxinovy Sok, ktery je zcela v protikladu
k obvyklé klinické situaci;

b) 1é¢ba CPFA byla zahajena pred indukci Soku, tzn.
ve schématu, které nelze klinicky uplatnit.

V nasi studii jsme zahajovali Ié€bu CFPA v pIné roz-
vinuté polymikrobialni sepsi (po 12 hodinach od inzul-
tu) s hyperdynamickou cirkulaci, poruchou mikrocir-
kulace, znamkami systémového zanétu a metabolické
alterace. V tomto nastaveni studie za pouziti pfisné
protokolem Fizené tekutinové resucitace, umélé plicni
ventilace a podplrné terapie, které neni planovano
k hodnoceni preziti, jsme béhem 10hodinové [é¢by
CPFA nepozorovali zadné pozitivni ukazatele svédci-
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Graf 2. Arterialni hypotenze

Horni vlevo: Microvascular flow index, mikrocirkulace sliznice ilea hodnocena sidestream darkfield imaging.
Horni vpravo: Flow heterogeneity index, mikrocirkulace sliznice ilea hodnocené sidestream darkfield imaging.

Dolni vlevo: Plazmatické hladiny nitratd a nitritd.

Dolni vpravo: Plazmatické hladiny reaktant(i s kyselinou thiobarbiturovou (TBARS).
Kontrolni skupina (bilé krabice) a CPFA skupiny ($edé krabice), #signifikantni rozdil v ¢ase vs pred indukci peritonitidy (p < 0,05), Ssig-

nifikantni rozdily mezi skupinami (p < 0,05)

ci ve prospéch této lé€by. Rozdil v nasi studii je opro-
ti vySe zminénému experimentalnimu modelu pfede-
v§im v rozdilném nacéasovanim hemopurifikace, coz
je velmi dlilezité pro interpretaci vysledk téchto dvou
studii. Toto je podporovano vysledky experimentalnich
studii hemofiltrace v sepsi, ve kterych bylo lepSich vy-
sledkll dosahovano zejména tehdy, pokud byla elimi-
nace zahajena kratce po septickém inzultu, nebo mu
dokonce pfedchazela [19]. Prodlouzeni doby pFeZiti ve
studii Tetty et al. vSak nebylo spojeno s jednozna¢nym
zlepsenim hemodynamické stabilizace, redukci cirku-
lujiciho bioaktivniho TNF-a, plazmatického lipopoly-

sacharidu ¢i zmensenim tize metabolické aciddzy [12].

V nasi studii jsme hodnotili nékolik klinicky relevant-
nich a vzajemné nezavislych ukazateld, jako jsou mik-
rocirkulace, energeticky metabolismus, oxidativni
stres, dysfunkce endotelu, systémovy zanét a orga-
nové funkce. V této Sifi ukazatel(l neni pravdépodob-
né, Ze by unikl néktery z pozitivnich 1é¢ebnych efektl
metody CPFA. Lze namitat, Zze delSi doba CPFA by
mohla pfinést signifikantni zmény v nékterych nasich
vystupech. Doba studie je vSak stejna jako u obou ma-
lych pilotnich klinickych studii [11, 13], v nichz byl po-
zorovan vzestup MAP jiz po 10hodinové 1é¢bé CPFA
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Graf 3. Vliv [écby CPFA

Horni vlevo: Plazmatické hladiny asymetrického dymetylargininu.
Horni vpravo: Plazmatické hladiny von Willebrandova faktoru.
Dolni vlevo: Po¢et trombocytu.

Dolni vpravo: Komplexy trombinu-antitrombinu.

Kontrolni skupina (bilé krabice) a CPFA skupiny ($edé krabice), #signifikantni rozdil v ¢ase vs pfed indukci peritonitidy (p < 0,05), Ssig-

nifikantni rozdily mezi skupinami (p < 0,05)

a na zakladé jejichz vysledk bychom pfipadné pozi-
tivni ucinky meéli pozorovat také v pribéhu nasi stu-
die. Lé¢ba CPFA pusobila dokonce Skodlivé na koagu-
laci, pfedevsim poklesem poctu desti¢ek a narlistem
komplexd TAT, a souasné zhorSovala oxidativni
a nitrosativni stres, jak je vyjadfeno nartistem TBARS
a nitratd a nitrithd. Prokoagulaéni aktivita CPFA spolec¢-
né s vyznamné zhorSenou heterogenitou mikrovasku-
larni perfuze (FHI) u zvifat lé€enych CPFA miize vy-
bizet ke spekulaci o zvySené tvorbé mikrovaskularni
trombdzy. Nami pozorované nezadouci uc¢inky CPFA
mohou byt pfisouzeny tzv. bioinkompatibilit¢ metody

(tj. aktivaci humoralni i buné&né imunitni odpovédi pfi
interakci krve s umélym materidlem) nebo také moz-
nosti, ze dochazi k odstrafiovani prospésnych a ne-
zbytnych molekul. Kontakt krve s cizim povrchem, ja-
kym je dialyzaéni membrana, vede k aktuni zanétlivé
odpovédi, aktivaci koagulace a vySsi produkci kysliko-
vych radikalll a oxidu dusnatého, jak bylo prokazano
u chronicky dialyzovanych nemocnych [20-23]. Toto
tvrzeni podporuje i vyssi spontanni produkce TNF-o in
vitro u plné krve nemocnych, ktera byla pozorovana
po ukonéeni 1éEbou CPFA; tento efekt byl v nejvyssi
mife pozorovan po prlchodu krve hemofiltrem [11].
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Obdobné v pribéhu frakcionované separace plazmy
a adsorpce byly pozorovany vyznamné poruchy koa-
gulace [24] a byl dokumentovan pokles poctu krevnich
desti¢ek u septickych pacientd Ié¢enych adsorpénim
systémem zalozenym na imobilizovaném lidském al-
buminu [25]. Navic poruchy mikrocirkulace byly
v recentnich studiich pouzity jako dalS§i mozné ukaza-
tele bio(in)kompatibility [26, 27]. Prozatim nelze vylou-
Cit, Ze prozanétlivé, prokoagulaéni a prooxidacni ucin-
ky CPFA mohou omezovat jeji u€innost. V nasem po-
kusu jsme se zaméfili na hodnoceni bioinkompatibili-
ty, a také proto jsme nezafazovali skupinu, u které by-
chom hodnoatili i¢inek okruhu CPFA per se, a ani jsme
nenabirali vzorky pfed adsorpéni kapsli a za ni.

Zaver

V tomto modelu septického Soku pfi peritonitidé ne-
zabranilo ¢asné zahajeni CPFA rozvoji poruchy hemo-
dynamiky a ostatnich patofyziologickych odpovédi,
navic jsme zaznamenali vliv na zhorSeni oxidativniho
stresu a koagulaéni dysfunkci. Selhani uc€innosti
CPFA metody a naopak riziko nezadoucich u¢inkd,
plynoucich pravdépodobné z procesu bioinkompatibi-
lity, doklada nutnost dalSich studii, které musi dosta-
te¢né zhodnotit jak U¢innost, tak bezpecénost této jinak
koncepéné perspektivni metody. Do té doby nelze CP-
FA metodu pres slibné vysledky pilotnich klinickych
studii ¢i kazuistik doporucit pro klinické ucely.
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